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En el presente trabajo se realizó el aislamiento y posterior caracterización de 
microsimbiontes de Medicago sativa (alfalfa), originarios de distintas regiones del país, 
en base a su capacidad solubilizadora de fósforo y su tolerancia al estrés salino. El 
objetivo fue identificar cepas de rizobios simbiontes de alfalfa con características 
particulares en los aspectos ya nombrados, que hacen a la capacidad competitiva de 
los rizobios en el suelo y al aumento de la producción del cultivo de alfalfa. El 
comportamiento de las cepas aisladas se comparó con la cepa de referencia Ensifer 
meliloti B399, siendo la recomendada por el INTA. Los resultados revelan que si bien 
algunos aislados han mostrado un comportamiento promisorio en infectividad, 
tolerancia a la salinidad y en la solubilización de fósforo, debería evaluarse el 



















2.1 INTRODUCCIÓN: Importancia del cultivo de alfalfa en la Argentina 
La alfalfa (Medicago sativa) es una especie perteneciente a la familia Fabáceas 
sub familia Papilionoidea, tiene su área de origen en Asia menor y sur del Cáucaso, 
abarcando países como Turquía, Irak, Irán, Siria, Afganistán y Pakistán. La llegada al 
nuevo mundo se produjo en el año 1519 a México. Posteriormente, por la ruta del 
Pacífico, fue trasladada a Perú y Chile, por Pedro de Valdivia en 1541 y Pedro del 
Castillo la introduce en Cuyo (Mendoza) en 1561 (Arenas et al., 2014). 
La superficie implantada con alfalfa en la Argentina, sea pura o consociada con 
otras forrajeras, en la década del 60 era de poco más de 7 millones de ha. Luego se 
registra un descenso del área de siembra, para ubicarse en 2000/01 en las cercanías 
de los 5 millones de ha., esto se debe a la baja rentabilidad de la actividad ganadera 
en ese período, particularmente de la producción lechera (Basigalup, 2007). 
 El cultivo de alfalfa se encuentra repartido entre las provincias de Buenos Aires 
con 46,2%, Córdoba con el 23,6%, Santa Fé con 15,8%, La Pampa con el 10,7% y 
Entre Ríos con 3,7%. En la actualidad, en la República Argentina el área de siembra 
del cultivo de alfalfa se estima en unas 3,7 millones de ha, (Basigalup, 2014). Los 
rendimientos pueden variar según las diferentes zonas de producción, a nivel nacional 
se referencian rendimientos de 24.000 kg.ha-1.año-1 (Demin y Aguilera, 2012). 
Es un cultivo muy importante para la producción de carne y leche bovina en 
planteos pastoriles con suplementación. Se ha incrementado el uso de la alfalfa para 
la confección de reservas forrajeras, sobretodo la producción de alfalfa de alta calidad 
para la elaboración de pellets, cubos y megafardos, destinados tanto al mercado 
interno (bovinos, equinos, aves, chinchillas, etc.) como a la exportación. Generando 
posibilidades para el país frente a la demanda mundial de megafardos re-compactados 
por parte de países de Medio y Lejano Oriente y de pellets por parte de países de 






 Figura 1. Zonas cultivadas con alfalfa en Argentina. (Extraído de Bertin, OD., 2006. 
Producción y futuro de la alfalfa en la Argentina. INTA.) 
 
Si bien la superficie de alfalfa está fuertemente concentrada en la región 
pampeana, en condiciones de secano, la producción bajo riego en otras regiones del 
país es cada vez mayor, como sucede en Cuyo, Norte de Patagonia y Santiago del 
Estero (Bertín, 2006); (Figura 1).  
Su adaptabilidad a los distintos tipos de clima y suelo, su capacidad para 
recuperar la fertilidad nitrogenada y la calidad del forraje, son características que 
refuerzan la incorporación de este cultivo a los principales sistemas de producción 






2.2 Características y condiciones ambientales del cultivo de alfalfa 
Se trata de una planta perenne, vivaz y de porte erecto. Presenta un sistema 
radical robusto y profundo. La raíz puede alcanzar los 2 a 5 metros de longitud, 
siempre que no existan impedimentos en el perfil del suelo. Debido al importante 
sistema radical que posee, le permite extraer el agua de capas profundas, lo que le 
confiere tolerancia a las sequía (Basigalup and Rossanigo, 2007). 
El tallo primario es cuadrado en su sección transversal y presenta estomas y 
pelos. Posee además del crecimiento primario un crecimiento secundario, que da 
origen a un eje leñoso o porción perenne que forma parte de la corona. Es importante 
destacar que la corona no es una estructura simple sino que es una zona compleja 
que incluye varias estructuras separadas (Teuber and Brick, 1988), cuya función 
principal es el almacenamiento de sustancias de reservas y sede de yemas, a partir de 
donde se desarrollarán los rebrotes de la planta. (Basigalup and Rossanigo, 2007). El 
número de tallos depende de la edad y vigor de la planta y pueden llegar a 20. Las 
primeras hojas de alfalfa son unifoliadas y de forma orbicular, mientras que cuando la 
planta ya está desarrollada son trifoliares, unidas al tallo a través del peciolo. El borde 
de los foliolos es dentado, usualmente solo en el tercio superior, aunque puede 
extenderse hasta la mitad superior o incluso el tercio inferior. Pueden encontrarse 
también hojas tetrafoliadas, pentafoliadas o de más foliolos, que reciben el nombre de 
hojas multifoliadas (Basigalup and Rossanigo, 2007). 
Las flores se desarrollan cuando el ápice del tallo pasa del estado de 
crecimiento vegetativo al reproductivo. Estas son completas y están formadas por el 
cáliz, la corola, los estambres y el gineceo. Son de color púrpura, con extremos que 
van desde el violeta claro al morado oscuro, aunque también pueden encontrarse 
flores blancas, azuladas, amarillas y variegadas, que son mezclas de colores o 







El fruto es del tipo legumbre o vaina, monocarpelar, seco e indehiscente, 
generalmente alargado y comprimido, con las semillas alargadas en la hilera ventral. 
La vaina, por encorvamiento desarrolla un espiral que generalmente posee una espira 
con autofecundación (Basigalup and Rossanigo, 2007). 
Para una alta producción de forraje se requiere suelos profundos, bien 
aireados, de reacción más bien neutra (pH 6,5 a 7,5) y buena fertilidad, especialmente 
fósforo y en menor proporción azufre (Hijano, 1995). El pH mínimo sería 6 y 
preferiblemente 6,5 – 7 para favorecer la nodulación y fijación de nitrógeno (Del Papa 
et al., 1999). A medida que las condiciones reales se alejen de este marco ideal, el 
cultivo disminuye su rendimiento y persistencia (Basigalup, 2007) 
2.3 Importancia del Fósforo en el suelo 
El fósforo es un nutriente esencial para el crecimiento y desarrollo de las plantas, 
este elemento clave influye sobre el rendimiento de los sistemas productivos. El 
fósforo (P) junto con el nitrógeno (N), potasio (K), azufre (S), calcio (Ca) y magnesio 
(Mg) conforman el grupo de macronutrientes por las cantidades requeridas. 
En el suelo el fósforo se encuentra combinado con otros elementos formando 
los complejos minerales (fósforo inorgánico) o unido en los compuestos orgánicos 
(fósforo orgánico). La mayor parte del P total no se encuentra directamente disponible 
para los cultivos, sino que está en un equilibrio dinámico entre las formas orgánicas e 
inorgánicas, que depende del ambiente edáfico.  
La disponibilidad de fósforo es uno de los factores determinantes del resultado 
productivo de las pasturas de alfalfa, afectando particularmente el crecimiento del 
cultivo, la calidad y la capacidad de la fijación de nitrógeno (Christian, 1977) 
La intensificación de la agricultura de las últimas décadas ha acentuado las 






agrícolas y ganaderos argentinos (Duval et al., 2013). Si bien se comenzó a aplicar 
fertilizante aún no compensa la exportación que se realiza (Suñer y Galantini, 2013). 
Las plantas toman los fosfatos desde la solución del suelo, los que se reponen 
a partir de formas de P lábiles. Si estas se agotan, las formas menos solubles, tales 
como minerales primarios y secundarios, serán las que determinen la concentración 
de P en la solución del suelo (Suñer y Galantini, 2013). 
Los microorganismos del suelo son los que continuamente participan en todas las 
transformaciones regulando las entradas (descomposición) y salidas (utilización) del P 
de la solución del suelo según la calidad del material presente (Suñer y Galantini, 
2013). 
Los suelos que se cultivan pierden P a través de la remoción en los productos 
de cosecha (granos, frutos, forrajes) y por erosión (Galantini et al., 2006). Los primeros 
efectos se ven en las caídas del P orgánico, ya que la materia orgánica (MO) 
disminuye rápidamente cuando los suelos se cultivan (Suñer y Galantini, 2013). 
En los suelos de la región pampeana, el contenido de P constituye una de las 
principales limitantes para el desarrollo de cultivos y pasturas, y en alfalfa, se ha 
comprobado una marcada respuesta a la aplicación de P en el horizonte superficial 
(Vivas y Guaita, 1997; Berardo y Marino, 2000) 
Los Molisoles de la región pampeana suelen presentar una baja disponibilidad 
de P tanto por sus características edáficas como por el prolongado uso agrícola sin la 
adecuada reposición del nutriente (Berardo y Grattone, 1994). 
Al analizar el fósforo disponible en suelos agrícolas de zona pampeana y 
extrapampeana, encontraron gran variabilidad en el contenido de P Bray en suelos de 
la Argentina, en un rango de entre 1 ppm a 196 ppm de P Bray (Rozas et al., 2012). 
Esta variabilidad depende de la naturaleza del material original, su grado de 







En los sistemas de producción de forraje para corte, la extracción de nutrientes 
es muy importante, ya que se está cortando toda la planta y llevando ese material 
fuera del sistema. En estos sistemas de corte y remoción, la exportación de P puede 
llegar a superar a la extracción de los cultivos agrícolas .Algunos investigadores (Vivas 
y Guaitia. 1995/1996) midieron extracciones de P superiores para alfalfa de corte que 
para la rotación trigo/soja 2° (García et al., 2002). 
En la zona de pampa húmeda se estima un umbral para alfalfa de alrededor de 
25 ppm de P Bray, tomando una profundidad de muestreo de 0-20 cm (Díaz Zorita y 
Gambaudo, 2007; Rubio et al., 2013; Pautasso y Barbagelata, 2017)  
En la región semiárida central ha ocurrido una disminución progresiva en los 
contenidos de P Total, asociada a la intensificación del uso agrícola de las tierras 
(Urioste et al., 2006), y a la baja reposición del nutriente vía fertilización. En los suelos 
calcáreos o con influencia de napa alcalina, la disponibilidad de P puede estar 
afectada por la abundancia de calcio (Álvarez L. et al., 2016)  
2.4 El fósforo y su relación con la fijación biológica de nitrógeno: 
La función específica del fósforo está relacionada con la síntesis de adenosina 
trifosfato (ATP) asociada con la actividad del complejo enzimático fijador de nitrógeno. 
La producción de ácidos orgánicos de bajo peso molecular obtenido por las 
rizobacterias es uno de los mecanismos más ampliamente conocidos de solubilización 
del fosfato del suelo, que hace al fósforo disponible para la nutrición de las plantas 
(Paredes-Mendoza 2010). El fósforo es un componente esencial de moléculas como 
ARN, ADN y ATP, así como de los fosfolípidos (Coyne, 2000).  
El P disponible es absorbido por la planta en forma de H2PO4-  en suelos 
ácidos, y como HPO42- en suelos alcalinos. El P disponible en el suelo es fácilmente 
convertido en complejos insolubles, como fosfatos de Fe, Al o Mn en suelos ácidos y 






La implantación de alfalfa con el objetivo de lograr una alta producción, solo 
sería posible con una adecuada provisión de fósforo (Berardo et al., 2001). Debido a lo 
anterior, el P es uno de los elementos que con mayor frecuencia resulta limitante en 
los suelos (Paredes-Mendoza y Espinosa, 2006) siendo necesario realizar 
fertilizaciones en el momento de la siembra o refertilizaciones en alfalfares 
establecidos para lograr una producción exitosa. 
2.5 Rizobios 
El nitrógeno es esencial para la nutrición de plantas y animales, ya que es un 
elemento vital que forma parte de aminoácidos, proteínas y otros materiales 
esenciales. La atmósfera contiene aproximadamente 80 por ciento de nitrógeno por 
volumen, pero esta gran cantidad de nitrógeno atmosférico no está disponible para la 
mayoría de las plantas o animales. La alfalfa se caracteriza por tener altos 
requerimientos de nitrógeno los que pueden ser obtenidos por medio de la asociación 
simbiótica entre la leguminosa y bacterias denominadas “rizobios”. Este término 
abarca a bacterias que se pueden describir como bacilos, móviles, Gram (-), 
pertenecientes a la subdivisión α-Proteobacteria. Esta simbiosis es el resultado de una 
compleja serie de eventos coordinados de comunicación, reconocimiento y 
diferenciación entre los organismos participantes. La asociación resulta en la 
formación de nódulos, estructuras que albergan a las bacterias simbióticas, las que por 
medio de la enzima nitrogenasa reducen el N2 (atmosférico) a NH4+ dejándolo 
disponible para la planta (Mulder et al, 2005).  
La fijación biológica de nitrógeno (FBN) ha ganado valor en la agricultura y 
juega un importante rol en beneficio de la fertilidad de los sistemas productivos. La 
FBN permite que ingresen 180 millones tn/ año de nitrógeno en la biósfera. Esto lo 
convierte en un proceso sustentable para los sistemas productivos, ya que cuando se 






contaminantes ambientales porque la planta utiliza entre el 30 y 50 % del fertilizante y 
el resto puede perderse por volatilización, desnitrificación o percolación de nitratos que 
pasan al agua subterránea (Danso et al., 1984). 
Los microsimbiontes característicos de esta asociación, capaces de interactuar 
en forma eficiente con las raíces de Medicago sativa para formar nódulos fijadores de 
nitrógeno son las especies de Ensifer meliloti y E. medicae (Silva et al., 2007). 
2.6 Pasos de la infección 
 
El proceso de nodulación se inicia con el intercambio de señales, ya que como 
respuesta a los compuestos excretados por las plantas (flavonoides, ac. adónicos y 
betaínas) que interactúan con la proteína NodD sintetizada por las bacterias, se induce 
en ellas la síntesis de una molécula lipoquitooligosacarídica, conocida como “factor 
Nod” o factor de nodulación. Esta molécula, desencadena una serie de cambios en la 
raíz de la planta que finalizará con la formación del nódulo (Lodeiro, 2003). Luego de 
la adherencia del rizobio a la planta, a través de proteínas específicas, como la 
ricadesina, los pelos radicales se enroscan, debido a la acción de tipo hormonal de los 
factores Nod secretados por la bacteria (Wang, 2002). 
Se forma en el pelo radical el hilo infectivo (Figura 2), que contiene a los 
rizobios. Este hilo infectivo es una vía por la que los rizobios se mueven hacia la 
corteza de la raíz en donde se induce la división celular que se extiende hacia capas 
más profundas, formándose así el meristema del nódulo, que es infectado por los 
rizobios que llegan a través del hilo infectivo. En el interior de los nódulos las bacterias 
adoptan forma de bacteroides, que son las formas diferenciadas que fijan N2. El nódulo 
provee un ambiente, de baja tensión de oxígeno y allí es donde el nitrógeno es 
reducido a NH4+, por la enzima nitrogenasa. (Morón et al, 2006). 
Los nódulos contienen una proteína, llamada leghemoglobina, que compleja al 






inactivación de la enzima nitrogenasa. La presencia de la proteína leghemoglobina se 
puede visualizar por el color rojizo de los nódulos, lo que de manera indirecta indica 
actividad de fijación de nitrógeno (Morón et al., 2006). 
 
 
Figura 2: Formación del hilo infectivo en el pelo radical de la planta. (Extraído de 
Morón, 2006). 
 
Existen dos tipos morfológicos de nódulos en las leguminosas: determinado e 
indeterminado. Las diferencias entre los dos tipos de nódulos son el sitio de las 
primeras divisiones celulares internas, el mantenimiento de una región meristemática, 
y la forma de los nódulos maduros (Ferguson et al., 2010). La alfalfa posee nódulos 
indeterminados, tienen un meristema persistente, que se ubica en el ápice del nódulo, 
cuando crece se alarga resultando en una forma cilíndrica. Los nódulos contienen 
además una zona en donde se infectan las células, una zona de activa fijación y una 
zona de senescencia en la que las células contienen acumulación de almidón. 
(Ferguson et al., 2010). 
Por medio de la inoculación se agregan rizobios seleccionados al suelo, lo que 






producción. Pero también se considera a la población naturalizada como fuente de 
rizobios con potenciales características que podrían utilizarse para la fabricación de 
inoculantes (Chen et al., 2002). A través de la selección de bacterias con rasgos 
deseables se pretende maximizar la productividad de los cultivos (Bromfield et al., 
2010).  
Estudios realizados en los continentes Africano (Elboutahiri et al., 2010) y 
Australiano (Howieson y Ewing., 1988; 1989) y en nuestro país (Del Papa, et al., 1999; 
Martínez-Abarca et al., 1999) demuestran una gran diversidad genotípica y fenotípica 
que está presente en las poblaciones naturalizadas de E. meliloti y E. medicae en 
distintas condiciones climáticas y edáficas. 
2.7 Solubilización de fosfatos por Bacterias 
Distintas especies de los géneros Rhizobium y Bradyrhizobium, poseen 
capacidad de solubilización de fósforo inorgánico (Halder et al., 1990; Halder y 
Chakrabartty 1993; Surange y Kumar 1993). Siendo esto un factor de selección por la 
importancia que tiene este elemento en la producción de los cultivos. 
Los microorganismos están involucrados en procesos que afectan la 
transformación del P del suelo, participan en la solubilización del fosfato inorgánico y 
en la mineralización del fosfato orgánico, así como en su inmovilización (Richardson, 
1994). En particular, las bacterias solubilizadoras de fosfato (BSP) solubilizan tanto 
fosfato orgánico, como inorgánico (Banik y Dey, 1982; Goldstein et al., 2003). El 
fosfato orgánico es mineralizado por la enzima fosfatasa excretada por algunos 
microorganismos (Gerretsen, 1948; Kucey et al., 1989). Las bacterias Bacillus 
megaterium, Bacillus mesentericus y Pseudomonas putida mineralizan las formas 
orgánicas de P (ortofosfato) (Tarafdar y Claassen, 1988; Das et al., 2003). En general, 






acción de ácidos orgánicos sintetizados por las BSP (Goldstein, 1995; Wan y Wong, 
2004).  
Los ácidos orgánicos son constituyentes normales de la mayoría de los suelos 
agrícolas. Su papel dentro del suelo no ha sido aún bien definido, pero existen 
numerosas evidencias que indican sus efectos fisiológicos en el crecimiento de las 
plantas (Illmer y Shinner, 1995; Scheffer y Schachtschabel, 1998; Igual et al., 2001). 
Algunos ácidos orgánicos incrementan la disponibilidad de formas insolubles de 
diferentes nutrimentos de las plantas, en especial el P (Goldstein, 1995). Estos ácidos 
orgánicos de bajo peso molecular son producidos por microorganismos que se 
encuentran en la rizósfera. La concentración de los ácidos orgánicos en la solución del 
suelo normalmente es baja, variando de 1 a 50 mM (Baziramakenga et al., 1995; 
Strobel, 2001). 
2.8 Tolerancia a la salinidad en leguminosas: 
Las leguminosas constituyen la fuente primaria de nitrógeno en las zonas 
áridas y semiáridas (Zahran 1999), donde el aumento de la salinidad del suelo 
representa una limitación importante para la agricultura, al provocar bajas en el 
rendimiento del cultivo. La fijación simbiótica del nitrógeno es sensible al estrés por 
parte de la leguminosa huésped y de los rizobios libres (Coba de la Peña y Pueyo, 
2012). En los nódulos de leguminosas, las condiciones salinas inducen una 
disminución en la actividad de fijación de nitrógeno, disminución en los niveles de 
leghemoglobina, así como en la disponibilidad de fotosíntesis y el índice respiratorio 
del nódulo, y se produce un aumento en la resistencia a la difusión de oxígeno 
(Zahran, 1999; Coba de la Peña y Pueyo 2012). Se observan alteraciones 
estructurales y ultraestructurales indicativas del nódulo senescente en condiciones de 
salinidad (James et al., 1993, Serraj et al., 1995, Fernández-Pascual et al., 1996, 






aumentando la producción de especies de oxígeno reactivo tóxico y disminuyendo las 
defensas antioxidantes (Swaraj and Bishnoi 1999; Puppo et al., 2005; Redondo et al., 
2012). 
Más de 800 millones de hectáreas alrededor del mundo están afectadas por 
sales, y de las áreas cultivadas más del 4 % tienen esta problemática, por lo cual, la 
salinización de los suelos es uno de los retos más importantes a los cuales se enfrenta 
la agricultura a nivel internacional (Padilla, 2013). Argentina es el tercer país del 
mundo con mayor superficie afectada por el halo-hidromorfismo (Lavado y Taboada, 
2009). Más de 13 millones de hectáreas se caracterizan por la presencia de sales en 
el perfil. El chaco semiárido, la depresión del salado y el noroeste de Buenos Aires son 
zonas afectadas por sales y sodio. Este daño podría ir en aumento si no se realiza un 
uso racional de la tierra. (INTA 2013)   
La alfalfa se clasifica como un cultivar moderadamente sensible a la salinidad 
(2 dS/m), valores de conductividad eléctrica de 6 dS/m pueden producir reducciones 
del rendimiento de 25% llegando al 50% de reducción con valores de 8 dS/m (Lus, 
2015).  
 
2.9 Relación entre la tolerancia a la salinidad y la asociación simbiótica: 
Las plantas leguminosas que crecen en ambientes altamente salinos requieren 
que tanto el rizobio y el huésped sean tolerantes a la sal (Craig et al., 1991). Wilson 
(1970), Bhardwaj (1975), y (Singleton et al., 1982) han encontrado que los límites 
superiores de tolerancia a la salinidad de Rhizobium parecen ser más altos que los de 
su leguminosa huésped. La sal puede afectar la simbiosis a través de los efectos 
sobre el crecimiento y supervivencia de Rhizobium en el suelo, la colonización de las 
raíces, la inhibición de la infección y el desarrollo de los nódulos o el deterioro del 






Para el caso del frijol Caupí, algunos investigadores encontraron que la 
salinidad puede dañar directamente a los cultivos desde las primeras etapas del 
desarrollo hasta la culminación de su ciclo biológico, afectando sus rendimientos e 
incluso generando la muerte en las especies más susceptibles. Algunos de los efectos 
más comunes y perjudiciales provocados por la salinidad tienen relación con el 
incremento de la toxicidad específica, normalmente asociada a la absorción excesiva 
de Na+ y de Cl; un desequilibrio nutricional causado por la interferencia de los iones 
salinos con los nutrientes esenciales, el efecto osmótico y la combinación de los 
efectos antes mencionados (Padilla, 2013).  
La salinidad también afecta la simbiosis rizobio-leguminosa. Se ha reportado 
que las poblaciones de rizobios del suelo disminuyen al igual que la capacidad de las 
plantas para formar nódulos, se afecta de manera directa el proceso de fijación 
simbiótica de nitrógeno por la disminución de la actividad de la enzima nitrogenasa y 
disminuyen los niveles de leghemoglobina en el interior de los nódulos formados 
(Padilla, 2013). 
Se ha observado en plantas de Vicia faba que la salinidad inhibió el crecimiento 
del cordón de infección (Zahran y Sprent, 1986), mientras que para el caso de plantas 
de Arveja (Pisum sativum) se encontró que la salinidad inhibe los puntos de infección y 
el tamaño y el número de los nódulos resultó menor (Borucki y Sujkowska, 2008). 
Hay estudios que demuestran que los rizobios de rápido crecimiento tienen 
mayor tolerancia a la salinidad por la capacidad de acumular más rápidamente 
poliaminas (estabilizador osmótico) y utilizan con mayor rapidez nutrientes necesarios 
para el crecimiento y la multiplicación en comparación con los rizobios de lento 
crecimiento (Marquina et al., 2011). Las bacterias tolerantes también pueden acumular 
diferentes compuestos azucarados intracelularmente como almidón, actuando luego 






La salinidad es un factor de estrés muy importante para los rizobios porque 
inhibe la persistencia y desarrollo de los microorganismos, consecuentemente la 
selección de cepas de rizobios tolerantes a la salinidad es de gran importancia para 
las zonas de cultivo de alfalfa, que son afectadas por esta condición del suelo 
(Elboutahiri et al., 2010). 
Diversos autores han realizado el aislamiento, identificación y caracterización 
de aislados de rizobios tolerantes a altas concentraciones de NaCl, estos estudios 
permitieron mejorar el establecimiento de las leguminosas en los suelos afectados por 
esta limitante, incrementar la materia orgánica de los suelos y disminuir la erosión de 
los mismos (Nichols et al., 2009; Vriezen et al., 2007). 
La combinación de cultivares resistentes a la salinidad y también de rizobios 
tolerantes a este estrés puede resultar una ventaja en el crecimiento y supervivencia 
de la leguminosa bajo condiciones salinas (Hashem et al., 1998; Nogales et al., 2002) 
La búsqueda y selección de microorganismos se realizará en suelos de 
diferentes zonas productivas del país. Con el desarrollo de este plan de investigación y 
la realización del análisis de los rizobios aislados de suelos de Argentina, es probable 
que nos permita identificar individuos con una mayor tolerancia a la salinidad de los 
suelos y con capacidad solubilizadora de fósforo, obteniendo individuos con potencial 
biotecnológico que podrían ser utilizados en la producción de inoculantes. 
3 HIPÓTESIS: 
 Las poblaciones naturalizadas en nuestro país, de rizobios simbiontes de 
Medicago sativa son tolerantes al estrés salino y son capaces de solubilizar fósforo, lo 






3.1 Objetivo general: 
Identificar cepas de rizobios simbiontes de alfalfa aislados de diferentes zonas 
productoras que se destaquen por su capacidad para solubilizar fósforo y resistan 
ambientes salinos, que hacen a la capacidad competitiva de los rizobios en el suelo. 
 
3.2 Objetivos específicos: 
• Aislar cepas de distintos suelos de Argentina representativos de zonas de 
cultivo de alfalfa. 
• Crear un cepario con los aislados provenientes de diferentes zonas 
productoras de alfalfa.  
• Caracterizar los aislados según: la tolerancia a la salinidad y su capacidad de 
solubilización de fósforo.  
• Evaluar la infectividad de los aislados determinando el número de nódulos y su 
disposición en la raíz de la planta. (Porcentaje de plantas noduladas y 
Determinación del Número de Nódulos en la raíz principal). 
 
4 MATERIALES Y MÉTODOS 
4.1 Generación de una colección de aislados simbiontes de alfalfa  
Fueron seleccionados los sitios de muestreo en diferentes zonas de la pampa 
húmeda abarcando las provincias de Buenos aires, Entre Ríos, y de sitios extra-
pampeanos como la provincia del Chubut.  
 
4.2 Características de los sitios de muestreo 
Zona de Trelew (43° 17’ 45’’ Lat. S, 65° 24’ 1’’ Long. O). Las coordenadas geográficas 






Es una ciudad del valle inferior del río Chubut, en el noreste de la provincia del Chubut 
en la Patagonia Argentina. Se encuentra a 1.451 km de Buenos Aires y a 17 km de 
Rawson, la capital provincial. 
El valle está situado entre los paralelos 43 y 44 de latitud sur, en el territorio 
patagónico argentino. El riego se inició en el año 1867 con el asentamiento de una 
colonia galesa. El valle posee un clima árido desértico. El valle inferior tiene una 
extensión de aproximadamente 48.000 ha susceptibles de ser regadas. No obstante 
existen limitaciones de suelos que disminuye apreciablemente esa superficie. 
Actualmente se riegan entre 19.000 y 23.000 ha. 
El sistema de riego es de baja eficiencia, por el sistema de entrega a demanda 
libre. La modalidad de riego utilizada a nivel de predio es por manto en los cultivos de 
alfalfa y forrajeras en general, y por medio de surcos se suministra a cultivos de papa y 
otras hortalizas.  
En esta zona seleccionamos muestras de suelos de potreros que se 
encontraban implantados con alfalfa pura para corte. Los potreros se encuentran 
ubicados en la chacra 166, perteneciente a la localidad de Trelew. Capacidad de uso 
para el riego: II st d. suelo con posibles evidencias de hidromorfismo, con 
requerimientos especiales en prácticas de drenaje, y sin o ligeros problemas de 
salinidad y sodicidad. Orden de suelo predominante: Vertisol.   
Partido de Arrecifes (34° 12’ 18.508 ’’ Lat. S, 60° 6’ 13.705 ’’ Long. O)  
Ubicado al norte de la provincia de Buenos Aires. Los cultivos que se desarrollan en la 
zona son soja- maíz, trigo, girasol. En el lote donde se tomaron las muestras han 
transcurrido 18 años sin una pastura implantada. 
Serie: Arroyo dulce (AD) 
Es un suelo oscuro, muy profundo, con aptitud agrícola, en un paisaje de lomas 
extendidas, en posición de loma de la Subregión Pampa Ondulada alta, formado en 






Bien drenado, escurrimiento medio, permeabilidad moderadamente lenta. Capacidad 
de uso I-1 Clasificación taxonómica: Argiudol típico. Limitaciones de uso: 
susceptibilidad a la erosión hídrica moderada.  
Partido de Magdalena (35° 24 ‘30.254 ‘’ S, 57° 50 ‘50.154 ‘’ O). 
Serie Brandsen (Br). Es un suelo grisáceo, profundo, con aptitud agrícola, en un 
paisaje de lomas o planos relativamente altos de la cuenca del Río Samborombón, en 
posición de loma, en la Subregión pampa ondulada alta, moderadamente bien 
drenado; se ha desarrollado a partir de sedimentos loéssicos franco limoso, tiene 
horizonte argílico con cambio textural abrupto, no alcalino, no salino, con pendientes 
entre 0 a 1 %. Moderadamente bien drenado, escurrimiento medio, permeabilidad 
moderadamente lenta, capa freática profunda. Capacidad de uso II w. Clasificación 
taxonómica Hapludol Tapto Árgico. Limitaciones de uso Bt fuertemente textural que 
limita el drenaje. 
Zona de Colón (32° 14 ‘6.227 ‘’ S, 58° 11 ‘7.648 ‘’ O).  
Serie Los Charrúas (LCh): Los suelos de esta serie son profundos y de colores 
oscuros. Los materiales originales que formaron esta serie están constituidos por una 
mezcla de los sedimentos arcillosos, redepositados con materiales arenosos 
característicos de las terrazas del río Uruguay. Imperfectamente drenado; 
escurrimiento superficial lento. Permeabilidad lenta a muy lenta. Napa freática 
profunda. Limitaciones de uso erosión actual leve y tienen susceptibilidad potencial 
moderada. Clasificación taxonómica Argiudol vértico. 
 
 
4.3 Preparación de material  
Todo el material empleado en los trabajos de laboratorio se acondicionó y 







4.4 Medios de cultivo 
Las bacterias se cultivaron en medio YEM (Yeast Extract Mannitol): 
 Manitol 10 g/l 
 SO4Mg 0,2 g/l 
 PO4HK2 0,5 g/l 
 NaCl 0,1 g/l 
 Extracto de levadura 0,4 g/l  
pH 6,9. Cuando se formuló el medio sólido se le adicionó 18 g/l de agar agar. El 
medio además contiene Rojo Congo (1:400) 10 ml. (Vincent, 1970). 
Los microorganismos se cultivaron en cajas de Petri y tubos de repique y en YEM 
líquido. El cultivo en medio líquido se realizó incorporando oxígeno al medio por 
agitación en un agitador orbital (150 rpm) a 28°C en oscuridad durante 3 días.  
 
Solución nutritiva para plantas  
Cl3Fe 1 g/l 
 SO4Mg. 7H2O  2 g/l 
 NaCl 2 g/l 
 PO4HCa 10 g/l 
 PO4HK 2 g/l 
 Agua  1000 ml. 
Solubilización de Fósforo (P) 
Se empleó un medio de cultivo sólido suplementado con una fuente de fósforo 
insoluble (Mendoza Paredes, 2010), en donde se sembraron los aislados. La 
capacidad solubilizadora se determinó en base a la formación de un halo transparente 
alrededor de las colonias de cada cepa (figura 3). 
 







Glucosa 10 g/l 
(PO4) Ca3 5 g/l 
(NH4)2SO4  1 g/l 
 Extracto de levadura 0, 5 g/l 
MgCl2  3 g/l 
 Agar  18 g/l 
 Agua bidestilada 1000 ml. 
Cepa control empleada: inoculante comercial para alfalfa: Ensifer meliloti  B399 
 
 
Figura 3: Medio de cultivo con fuente de fósforo insoluble. Referencia: Se observa 
resultado positivo de solubilización de fósforo (circulo verde); resultado negativo 
(círculo rojo).  
 
Medio para evaluar tolerancia a salinidad 
Para evaluar la tolerancia de los aislados bacterianos a la salinidad, se utilizaron 
placas con medio YEM sólido a pH 6.9 con rojo congo y se adicionaron diferentes 
concentraciones de cloruro de sodio (NaCl): 0.1, 0.5, 1.0, 1.5, 2.0, 2.5, 3.0 y 3.5 %. 
Como control del experimento se utilizó el medio YEM con su correspondiente 







 Ensayos para evaluar la infectividad de los aislados:  
Las plantas se cultivaron en recipientes plásticos estériles de seis centímetros (8 cm) 
de diámetro por seis centímetros (8 cm) de altura con vermiculita. Los recipientes se 
colocaron en bandejas plásticas, para mantener aisladas a todas las macetas 
inoculadas con la misma cepa y evitar contaminaciones cruzadas.  
Las semilla de cada tratamiento de inoculación y la semilla control no inoculada 
(control negativo) o inoculada con E. meliloti B399 (control positivo), se sembraron en 
los recipientes, a una profundidad no mayor a dos (2) veces el tamaño de la semilla. 
Las bandejas con los recipientes plásticos conteniendo las semillas se colocaron en la 
cámara de cultivo. Se utilizó un fotoperiodo de 14 hs diarias y se mantuvo la 
temperatura entre 20 y 25° C. Fueron regadas con la solución nutritiva Yensen. A los 
25 días de la siembra se procedió a realizar la evaluación. 
4.5. a Método de determinación del Porcentaje de Plantas Noduladas  
Se determinó el porcentaje de plantas noduladas (PPN) por el Método Burton 
(Capítulo 12; SENASA Resolución 264/2011). Se eligió este método para la 
evaluación, ya que sus resultados tienen validez nacional y, a su vez, permite hacer 
comparaciones con otros ensayos realizados con la misma metodología. 
Para la cuantificación de la nodulación se consideró como positivas aquellas plantas 
con 1 o más nódulos, ubicados en la parte superior de la raíz, en la cual se define un 
cilindro imaginario con eje central en la raíz principal, con un diámetro de 2,5 cm y una 
longitud de 2,5 cm como se observa en la figura 4. Se identificó el número de nódulos 






 Figura 4: Representación gráfica del cilindro imaginario definido para la cuantificación 
de nódulos con el método PPN. 
 
Los resultados se expresan como porcentaje de plantas noduladas 
satisfactoriamente. Se considera como satisfactorio aquel ensayo que cuente con un 
mínimo de ochenta por ciento (80%) de plantas positivas (noduladas). 
 
Estrategia para aislar las cepas. 
Obtención de los aislados: se utilizaron macetas con muestras de suelo de los 
diferentes sitios y se colocaron semillas estériles de alfalfa var. Monarca, como planta 
hospedera, en condiciones controladas de luz y humedad (fotoperiodo de 14 hs diarias 
y temperatura entre 20 y 25° C). 
Los aislados se conservaron en una solución de glicerol en tubos eppendorf y a una 
temperatura de -20°C. 
 
5 RESULTADOS Y DISCUSIÓN 
5.1 Tolerancia a la salinidad 
La salinidad en los suelos es un problema para la agricultura del mundo, siendo 
el factor que más limita la productividad de los cultivos (Gouia et al., 1994). Las sales 






microbiológicos del suelo. Los suelos afectados por sales representan cerca del 15% 
de las tierras áridas y semiáridas del mundo y además representan 40% de las tierras 
irrigadas (Hoffman et al., 1980; Shannon, 1984; Serrano y Gaxiola, 1994, Gili, 2004). 
En el año 2006, la superficie afectada por sales en Argentina era de 600.000 ha 
(Siebert et al., 2006). 
Los problemas que genera la salinización son entre otros, una disminución de 
la disponibilidad de agua al punto de reducir los rendimientos de los cultivos, aumento 
de toxicidad por la acumulación de iones como el sodio, cloro y boro (Sanchez, 2015) 
y también se pueden ver afectados procesos específicos como la simbiosis 
Rhizobium- Leguminosa. 
En el presente trabajo se procedió a elaborar una colección de 65 aislados simbiontes 
de Medicago sativa, y posterior caracterización. Se evaluó el comportamiento de los 
aislados en distintas concentraciones de NaCl, Los resultados de la tolerancia a la 
salinidad muestran que la cepa de referencia de E meliloti B399 presentó crecimiento 
hasta una concentración de NaCl del 2,5% (Tabla 1). A la concentración salina de 
2,5%, alrededor del 71% de las cepas registraron crecimiento, mientras que al 3% de 
concentración de NaCl, solo el 33% de las cepas lo hizo. Cuando la concentración de 
NaCl fue de 3,5%, solo el 13 % de las cepas demostraron crecimiento aunque este fue 
de menor proporción comparándolo con el testigo. A resultados similares arribó 
Mashhady et al., 1997, en Arabia Saudita, trabajando con dos cepas de simbiontes de 
alfalfa importadas (E.melliloti NRG185 y Can.A2) en un medio al 3,5% NaCl observó una 
supervivencia del 15% y 17,3% respectivamente. Otros investigadores encontraron 
que el límite de tolerancia a la salinidad para simbiontes de Medicago sativa L. es 
menor o igual al 3% NaCl (Mohammad y Campbell, 1991; Lakshmi- Kumari et al 1974). 
Algunos reportes han mostrado que simbiontes toleraban 0,5 – 0,7 % NaCl (Yadav y 
Vyas, 1971). Por lo tanto, es importante la selección de simbiontes tolerantes a la 























Los aislados provenientes de Magdalena, presentaron la mayor tolerancia a la 
concentración de NaCl 3,5 % (Tabla 2). Estos resultados concuerdan con lo expresado 
por Mashhady et al., (1997) quienes encontraron que la mayor tolerancia a la salinidad 
fue expresada por aquellos aislados provenientes de zonas con suelos salinos, esto 
 
0 0,1 0,5 1 1,5 2 2,5 3 3,5
Inoculante +++ +++ +++ +++ ++ ++ + - -
J3 +++ +++ +++ + + + + - -
J4 +++ +++ +++ ++ + + + - -
J5 +++ +++ +++ ++ + + + + +
J6 +++ +++ +++ + + + + - -
J7 +++ +++ +++ ++ + + + + +
J8 +++ +++ +++ ++ + + - - -
J9 +++ +++ +++ + + + - - -
J10 +++ +++ +++ ++ + + - - -
J11 +++ +++ +++ ++ + + - - -
J12 +++ +++ +++ ++ ++ ++ + + +
J14 +++ +++ +++ ++ ++ ++ + + +
J15 +++ +++ +++ ++ ++ ++ + + +
J16 +++ +++ +++ ++ ++ ++ - - -
J17 +++ +++ +++ ++ ++ ++ - - -
J19 +++ +++ +++ ++ ++ ++ - - -
J20 +++ +++ +++ ++ ++ + - - -
J21 +++ +++ +++ ++ ++ + - - -
J22 +++ +++ +++ + + + - - -
T4 +++ +++ +++ ++ ++ ++ + - -
T5 BIS +++ +++ +++ ++ + + + - -
T6 +++ +++ +++ ++ ++ + + - -
T7 +++ +++ +++ ++ ++ ++ + - -
T8 +++ +++ +++ ++ ++ ++ + - -
T9 +++ +++ +++ ++ ++ ++ + - -
T10 +++ +++ +++ ++ ++ ++ + - -
T11 +++ +++ +++ ++ ++ ++ + - -
T13 +++ +++ +++ ++ ++ + - - -
T14 +++ +++ +++ +++ +++ - - - -
T15 +++ +++ +++ +++ +++ + + - -
T16 +++ +++ +++ +++ +++ + + + -
T17 +++ +++ +++ +++ +++ + + + -
T18 +++ +++ +++ +++ +++ + + + +
T19 +++ +++ +++ +++ +++ + - - -
T20 +++ +++ +++ +++ +++ + - - -
F1 +++ +++ +++ +++ +++ + + - -
F3 +++ +++ +++ +++ +++ + + + +
F4 +++ +++ +++ +++ +++ + + - -
F6 +++ +++ +++ ++ ++ + + + -
F9 +++ +++ +++ ++ ++ + + + -
ER1 +++ +++ +++ ++ ++ + + + -
ER2 +++ +++ +++ ++ ++ + + + -
ER3 +++ +++ +++ ++ ++ + + + -
ER4 +++ +++ +++ ++ ++ + + + -
ER5 +++ +++ +++ ++ ++ + + + -
ER6 +++ +++ +++ ++ ++ + + + -
A1y2 +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ - -
A3 +++ +++ +++ +++ ++ ++ + - -
A4 +++ +++ +++ +++ ++ ++ + - -
A5y6 +++ +++ +++ +++ +++ ++ + - -
A8 +++ +++ +++ +++ ++ ++ + - -
A9 +++ +++ +++ +++ +++ ++ ++ - -
A10 +++ +++ +++ +++ ++ ++ + - -
A12 +++ +++ +++ ++ ++ ++ + + -
A13 +++ +++ +++ ++ ++ + - - -
A14 +++ +++ +++ ++ ++ ++ + + -
A15 +++ +++ +++ ++ ++ + - - -
A16 +++ +++ +++ ++ ++ + - - -
A17 +++ +++ +++ ++ ++ + + + +





























































































































indicaría la influencia de las características del suelo en algunos parámetros de los 
simbiontes como es la tolerancia a la salinidad. 













Porcentaje de aislado tolerantes 




5.2 Solubilización de Fósforo: 
La cepa de referencia B399 no demostró la capacidad de solubilizar fósforo 
inorgánico. Del total de los aislados, sólo el 8% fue capaz de solubilizar el fósforo del 
medio de cultivo. Los aislados de las localidades de Colón (Entre Ríos) y Arrecifes 
(Buenos Aires) manifestaron mejor capacidad solubilizadora de fósforo (Tabla 3). Se 
conoce que la presencia de ácidos orgánicos, producidos por las rizobacterias, 
aumenta la disponibilidad de P, ya que modifican el pH en la rizósfera de la planta 
acidificándolo como así también favorecen la disponibilidad de micronutrientes, como 
Fe, Zn y Mn, en el suelo al disminuir el pH, o por la quelación de estos micronutrientes. 
Los ácidos glucónico y 2-cetoglucónico son los agentes más frecuentemente 
reportados como solubilizadores de fosfato. Se han descripto metabolitos 
solubilizadores de fosfato como el ácido 2-cetoglucónico, sintetizado por Rhizobium 










Tabla 3: Evaluación de la Solubilización de Fósforo: 
 
 
5.3 Evaluación de la infectividad  
 
5.3.a. Porcentaje de plantas noduladas  
 Los aislados evaluados indujeron la formación de nódulos en un 
porcentaje de plantas superior al 80% con excepción del aislado 63, tratamiento en el 
que sólo el 55% de las plantas presentaron nódulos (Tabla 4). 







Se observó que en los tratamientos inoculados con los aislados 6,11 (Magdalena) y 62 
(Arrecifes), fueron noduladas el 100% de las plantas y tuvieron el mismo 
comportamiento que el tratamiento inoculado con la cepa de referencia B399. El resto 
tuvo valores de plantas noduladas entre el 80 y 90%. La cepa 63 (Arrecifes) tuvo un 
mínimo valor de nodulación que fue del 55%. La capacidad de formar nódulos por 
parte de los microorganismos en condiciones de laboratorio, no permite asegurar que 
en condiciones de campo se generen resultados similares, pero por el contrario, la 
falta o escasa nodulación en condiciones de laboratorio, es información suficiente para 
considerar que el aislamiento debe ser descartado (Perticari, 2013). 
 
 
Figura  5: Evaluación de la infectividad. Número de nódulos por planta. 
Referencia: Letras iguales sobre las columnas indican diferencias no significativas 
entre las cepas (test LSD, p<0,05). 
 
5.3.b. Determinación del Número de Nódulos en la raíz principal 
En la mayoría de los tratamientos los nódulos se ubicaron mayormente en la 
raíz principal. Sin embargo los aislados 6 (Magdalena), 35 (Trelew), 55 y 63 






menor con respecto a los nódulos ubicados en raíz secundaria. Esto es una 
desventaja en la competitividad debido a que en el suelo los rizobios que están 
como población naturalizada tendrían mayor probabilidad de formar nódulos. 
 
Como dato complementario se contabilizaron los nódulos ubicados en la raíz 
principal, para diferenciarlos de aquellos formados en raíces secundarias. Este dato es 
de importancia ya que expresa la capacidad competitiva del simbionte. La cual es una 
característica importante, según a lo expresado por algunos autores que manifestaron 
que los simbiontes difieren en la eficiencia de la fijación de nitrógeno, la sensibilidad a 
factores ambientales y en la capacidad de nodulación (Depret et al., 2008).  
Tabla 5: Porcentaje de nódulos ubicados en la raíz principal 
 
La presencia de nódulos en los primeros centímetros indicaría que las cepas 
presentan un proceso rápido de infección y nodulación, marcando una ventaja 






Si se comparan los resultados obtenidos de los aislamientos en distintos 
parámetros, como ser tolerancia a la salinidad, capacidad de solubilización de fósforo, 
infectividad, se pueden apreciar lo siguiente: 
Los aislamientos 11 y 6, alcanzaron muy buenos resultados de la tolerancia a 
la salinidad (crecimiento a 3,5% NaCl) e infectividad (100%). En una situación similar 
se encontraron los tratamientos 35 y 55, con la salvedad de que este último presentó 
menor tolerancia a la salinidad (crecimiento a 2,5% NaCl). 
Un caso particular fue el del aislado 63, el cual presentó un buen resultado en la 
tolerancia a la salinidad (3% NaCl), buena capacidad de solubilizar fósforo, pero una 
muy baja capacidad infectiva (55%) con lo cual se puede deducir que posee muy baja 
capacidad competitiva y no sería recomendable su uso. 
El aislado 54 es un caso particular, ya que presentó valores intermedios en 
cuanto a la tolerancia a la salinidad (2,5%), el 89% de las plantas nodularon según los 
parámetros establecidos por SENASA y presenta capacidad de solubilizar fósforo. 
Los aislados 4 y 39, han manifestado buena tolerancia a la salinidad (3,5%) y 
nodularon el 100 y 89% de las plantas según SENASA. 
 
6 CONCLUSIÓN: 
En este trabajo se observó que las cepas aisladas de suelos prevenientes de 
diversas zonas de cultivo, mostraron diferente comportamiento con respecto a la 
tolerancia a la salinidad y a la capacidad de solubilizar fósforo.  
En las poblaciones naturalizada de rizobios simbiontes de Medicago sativa se han 







Posiblemente las propiedades del suelo hicieron que las cepas presentaran 
diversidad en las características estudiadas al influir el ambiente sobre estos 
microorganismos. 
Las cepas aisladas que demostraron tolerancia a altas concentraciones de sales, 
permitirían la implantación de cultivares de alfalfa en zonas que son afectadas por esta 
problemática.  
Sería conveniente continuar con el estudio de las cepas de simbiontes de alfalfa 
que solubilizan fósforo para evaluar la eficiencia de la fijación de nitrógeno, ya que el 
fósforo juega un importante rol en la producción de los cultivos, siendo el empleo de 
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